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摘 要: 以史氏鲟鱼软骨为原料, 按碱提 酶解 醇沉的工艺流程, 进行硫酸软骨素的碱提工艺优化研究。
分别通过碱浓度、碱液温度、碱液量的单因素试验及该 3个因素的正交试验,研究其对产品得率及其氨基己糖
含量的影响, 综合分析得出最佳的碱提工艺为 2倍量 6%的 NaOH,于 40 的水浴中搅拌提取 4 h; 该工艺条
件制备鲟鱼硫酸软骨素的得率可高达 40. 45% ,产品质量符合硫酸软骨素口服片 ( WS1 C3 0030 2000)标准的
要求。鲟鱼硫酸软骨素精品和粗品对 3种细胞乳腺癌细胞株 ( MCF 7细胞 )、胃癌细胞株 ( MGc803细胞 )、肝
癌细胞株 ( SMMC7721)作用 72 h时, 其 IC50分别为 7. 28 mg /mL、7. 68 mg /mL、4. 25 m g /mL和 8. 86 m g /mL、
9. 27 mg /mL、7. 37 mg /mL, 与鲨鱼硫酸软骨素精品和粗品有着相似的抗肿瘤活性。
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Abstract: In this paper, cart ilages o f the Amur sturgeon w ere used as the mater ia l to study the optim ized
pro tocol for the a lkali extraction techno logy of chondroitin su lfate based on the process of a lkali extraction
enzym atic hydro lysis a lcohol prec ip ita tion. By single factors ( d ifferent a lkali concentration, a lkali liquor
temperature, alka li liquor content) and orthogona l tes,t the effects on y ield of product and hexosam ine conten t
w ere stud ied. The resu lts show ed that the optimum a lkali ex traction techno logyw as as follow s: adding 2 times
amount o f 6% N aOH, and stirr ing in w ater at 40 for 4 h. And the y ield of chondro itin sulfatem ade by this
techno logy reached 40. 45%, the quality m et the requiremen t ofWS1 C3 0030 2000. The breast cancer cell
line (M CF 7 cell) , gastr ic cancer cell line ( MGc803 cell) and hepatoma ce ll line ( SMMC7721 ) w ere
treated 72 h w ith the pure and crude samples of sturgeon chondro it in sulfate, and its IC50 were 7. 28mg /mL、
7. 68mg /mL、4. 25mg /mL and 8. 86mg /mL、9. 27mg /mL、7. 37mg /mL respectively, its antitumor act iv it ies
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were sim ilar to the pure and rough samp les o f shark.
K ey w ords: Amur sturgeon; cartilage; alka li ex traction; chondro it in sulfate; yie ld; hexosm ine; ant itumor
activ ity
目前, 我国已成为世界第一鲟鱼养殖大国,






























软骨素对乳腺癌细胞株 (MCF 7细胞 )、胃癌细胞











胰蛋白酶,活力 250 u /mg; 颗粒状活性碳;
95%的食用酒精; 盐酸氨基葡萄糖标准品, 分析
纯 ( S igm a)。对二甲氨基苯甲醛、乙酰丙酮、碳酸
钠等, 皆为分析纯。
1. 3 实验工艺流程及方法






20% HCL,调 pH 8. 6~ 8. 9






pH 7. 0, 15m in
滤 液







1. 3. 1 碱提取
称取鲟鱼软骨 100 g (以湿基计, 水分含量
89. 77% ),加入一定浓度、定量的 N aOH溶液, 控
制一定的温度提取, 直至软骨全部溶解, 约 4 h。
提取液用双层纱布过滤,弃滤渣,取滤液待用。






至 80 灭酶 20 m in,冷却后, 加少量活性碳搅拌
脱色, 滤纸过滤后得酶解液。
1. 3. 3 乙醇沉淀
将酶解液调至 pH 7. 0, 然后加入 95%的乙醇
至其醇沉体系的乙醇为 75%的浓度,室温静置过
夜后离心, 沉淀用少量无水乙醇洗涤脱水二次,




W (1-M 1 )
100 ! ( 1-M 2 )
! 100% (1)
式中: Y为得率 (% ); W为产品重量 ( g) ; M 1为














1. 5. 1 细胞
乳腺癌细胞株 (M CF 7细胞 )、胃癌细胞株






NCS1640, 37 , 5% CO 2, 96孔板培养。
1. 5. 2 样品处理
鲟鱼、鲨鱼硫酸软骨素粗品 (系指未经过酶
解除氮及乙醇沉淀的碱解中和粗溶液 )浓度分别
为 150 mg /mL和 100 mg /mL; 鲟鱼、鲨鱼硫酸软
骨素精品 [粉状产品, 质量符合 WS 10001 ( HD
0892) 2002(硫酸软骨素注射品 )标准的要求 ]分
别取 1 g置于 10mL双蒸水中,充分摇匀, 使其溶
解,最终浓度为 100 mg /mL, 置 - 20 冰箱保存
备用。
1. 5. 3 实验方法
4种样品的 1 /2母液浓度为第一浓度,按倍比
稀释法设 5个浓度;细胞接种 96孔板培养 24 h后
加样品药物浓度,继续培养 48 h后加 MTT检测, 4
h后用酶标仪测出 OD值。生长抑制率计算如下:
I=
OD a - OD b
OD a - OD ck
! 100% ( 2)
式中: I为生长抑制率 (% ) ; OD a为对照组吸光


























F ig. 2 E ffect o f alkali concentration on
hexosam ine con tent






F ig. 3 Effect of alka li liquor temperature on yie ld
图 4 碱液温度对氨基己糖含量的影响
F ig. 4 E ffect of a lka li liquo r tem pera ture
on hexosam ine content
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2. 1. 3 碱液量的影响
为了探讨不同碱液量对产品得率及其氨基
己糖含量的影响,本研究按碱浓度 6%和碱提温









F ig. 5 Effect of alka li liquor content on y ie ld
图 6 碱液量对氨基己糖含量的影响
F ig. 6 Effect o f alka li liquor content on
hexosam ine con tent
2. 1. 4 碱提取的正交试验
为了摸索出较为合理的碱提取工艺,作者又
对碱液浓度、碱液温度、碱液量各取 3个水平, 采











虑,选定碱提取工艺为: 碱浓度为 6%, 碱液温度
为 40 ,碱液量为 2倍量,与单因素实验有着相
似的结果。
表 1 碱提取的正交实验结果
Tab. 1 O r thogonal exper im en t resu lt of extraction technology
组别 A碱液温度 ( ) B碱液量 (倍 ) C碱浓度 (% ) 得率 (% ) 氨基己糖含量 (% )






2 1 ( 25) 2( 2) 2 ( 4) 34. 45 25. 33
A 1B3C3 1 ( 25) 3( 3) 3 ( 6) 35. 46 25. 82
A 2B1C2 2 ( 33) 1( 1) 2 ( 4) 36. 60 25. 30
A 2B2C3 2 ( 33) 2( 2) 3 ( 6) 38. 63 26. 01
A 2B3C1 2 ( 33) 3( 3) 1 ( 2) 35. 70 25. 08
A 3B1C3 3 ( 40) 1( 1) 3 ( 6) 40. 18 25. 74
A 3B2C1 3 ( 40) 2( 2) 1 ( 2) 41. 35 24. 67
A 3B3C2 3 ( 40) 3( 3) 2 ( 4) 39. 19 25. 56
得率K1 34. 25 36. 54 36. 63
K 2 36. 98 38. 14 36. 75
K 3 40. 24 36. 78 38. 09
R 5. 99 1. 60 1. 46
主次因素 1 2 3
含量K
1
25. 03 25. 00 24. 57
K 225. 46 25. 34 25. 40
K 325. 32 25. 49 25. 86
R 0. 43 0. 49 1. 29




Tab. 2 V ar ian ce analysis of yield
因素 SS df M S F F临界值 显著水平
A 54. 022 2 27. 011 28. 257 < 0. 05
B 4. 491 2 2. 250 2. 350 5. 140 > 0. 05
C 3. 960 2 1. 980 2. 071 > 0. 05
误差 62. 47 6
表 3 氨基己糖含量方差分析
T ab. 3 Variance ana lysis of h exosam in e con ten t
因素 SS df M S F F临界值 显著水平
A 0. 284 2 0. 142 4. 392 > 0. 05
B 0. 373 2 0. 186 5. 767 5. 140 < 0. 05




备,得率 40. 45% ,所制备的样品经委托相关单位
检测, 结果如表 4所示,完全符合 WS1 C3 0030
2000(硫酸软骨素口服片 )标准的要求, 而含氮量
则比WS 10001 (HD 0892) 2002(硫酸软骨素注
射品 )标准稍高。
表 4 鲟鱼硫酸软骨素产品质量测定结果





性状 白色粉末 白色粉末 白色粉末
氨基己糖含量 (以干品计 )  24. 0%  30. 0% 31. 0%
含氮量 (以干品计 ) 2. 5% ~ 3. 8% 2. 5% ~ 3. 5% 3. 7%
干燥失重 ∀ 10% ∀ 10% 9. 0%
澄清度 ∀ 0. 05 ∀ 0. 040 0. 035
pH 值 5. 5~ 7. 5 6. 0~ 7. 0 6. 8
重金属 ∀ 20! 10- 6 ∀ 20! 10- 6 符合规定
氯化物 ∀ 1. 0% ∀ 0. 6% 0. 5%
2. 3 对乳腺癌细胞株 (MCF- 7细胞 )、胃
癌细胞株 ( MG c803细胞 )、肝癌细胞株
( SMMC7721)的抑制作用
通过检测各硫酸软骨素样品不同浓度对
MCF- 7、MGc803和 SMMC7721的抑制率, 其结
果如图 9、10和 11所示, 用 F检验分析可知鲟鱼
硫酸软骨素粗品对 3种细胞的抑制效果 MCF- 7
与 MGc803有差异、MG c803与 SMMC7721有差
异、MCF- 7与 SMMC7721无差异;鲨鱼硫酸软骨
素粗品对 3种细胞的抑制效果 MGc803 与
SMMC7721有差异、其余之间无差异;鲟鱼硫酸软
骨素精品和鲨鱼硫酸软骨素精品对 3株细胞均





另外, 通过 IC50数值分析,其结果如图 12所
示,鲟鱼硫酸软骨素精品和粗品对 3种细胞 MCF
- 7、MGC803、SMMC7721的 IC50分别为 7. 28mg /
mL、7. 68 mg /mL、4. 25 mg /mL和 8. 86 mg /mL、
9. 27mg /mL、7. 37mg /mL, 对这 3种肿瘤细胞的
抑制效果都是 SMMC7721> MCF- 7 > MGC803;
鲨鱼硫酸软骨素精品和粗品对 3种细胞 MCF -
7、MGC803、SMMC7721的 IC50分别为 4. 53 mg /
mL、4. 82 mg /mL、3. 62 mg /mL和 6. 28 mg /mL、
6. 73mg /mL、4. 13mg /mL, 对这 3种肿瘤细胞的
557
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抑制效果同样都是 SMMC7721 > MCF - 7 >
MGC803。同时从 IC50数值分析还可以看出四种
样品对这 3株肿瘤细胞的抑制作用顺序是鲨鱼







F ig. 7 Inh ibiting e ffects of the pure and crude sam ples
o f sturg eon chondro itin su lfate and shark chondro itin
sulfa te in vitro aga instM CF- 7
图 8 鲟鱼、鲨鱼硫酸软骨素粗、精制品不同浓度对
MGc- 803胃癌细胞生长抑制作用
F ig. 8 Inh ibiting e ffects of the pure and crude sam ples
o f sturg eon chondro itin su lfate and shark chondro itin











F ig. 9 Inh ibiting e ffects of the pure and crude sam ples
o f sturgeon chondro itin sulfate and shark chondro itin
sulfa te in vitro against SMM C7721
图 10 鲟鱼、鲨鱼硫酸软骨素粗、精制品对不同肿瘤
细胞生长抑制作用 IC50浓度的比较
F ig. 10 Com pa rison o f the IC50 va lues o f pure and crude
stu rgeon chondro itin sulfa te samp les aga inst







倍量 6%的 NaOH为溶剂, 于 40 的水浴中搅拌
提取 4 h。按所研究的最佳碱提工艺条件制备鲟
鱼硫酸软骨素其得率可高达 40. 45% , 含氮量
3. 7%, 氨基己糖含量达 31. 0%, 符合 WS1 C3




和粗品对 3种细胞乳腺癌细胞株 (MCF 7细胞 )、
胃癌细胞 株 ( MGc803 细胞 )、肝癌 细胞株
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( SMMC7721)作用 72 h时 IC50分别为 7. 28 mg /
mL、7. 68 mg /mL、4. 25 mg /mL和 8. 86 mg /mL、
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